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DERIVES DE GENKWANINE ET SAKURANETINE, UTILISATION 
COSMETIQUE ET THERAPEUTIQ UJE, ET PRO CEDE DE 

PREPARATION 



Domaine de V invention 

La presente invention a trait a des derives osyles de genkwanine et 
sakuranetine. Plus precisement, elle concerne (i) l'utilisation en cosmetique 
ou dermatologie, d'une part, et en therapeutique, d'autre part, des derives 
10 osyles de genkwanine et sakuranetine de formule I ci-apres, (ii) des 
nouveaux derives de formule I en tant que produits industriels, et (iii) leur 
procede de fabrication. 



5 



Les composes selon l'invention repondent a la formule I : 




oz 



15 



OH 



dans laquelle, 

le symbole represente une simple ou une double liaison, 

R represente H ou un reste osyle, notamment de structure S ou S : 




CH 2 - OH 



20 



OH 



OH 



(s 1 ) 



(S 2 ) 



Z represente H, un groupe alkyle en C1-C4, acyle en C1-C5, ose ou 
sulfate. 
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Art anterieur 

On sait que quelques produits de formule I ont deja ete decrits et 
etudies dans le passe. En particulier la 5-O-P-D-primeverosyl-genkwanine 
(qui est un compose de formule I ou le symbole represente une double 
5 liaison, R est un reste osyle de structure S 2 , et Z est H) est obtenue par 
extraction de Gnidia kraussiana (une plante de la savane africaine de la 
famille des thymeleacees) et possede des proprietes immunitaires 
(notamment immunostimulantes), anticancereuses et antileucemiques. Plus 
precisement, lors de desordres immunitaires graves, les lymphoblastes 
10 physiologiques sont en hyperplasie, et l'interet de la 5-0-{5-D-primeverosyl- 
genkwanine reside dans le fait qu'elle detruit les lymphoblastes formes. 
Voir a cet effet FR 2510580 A 5 FR 2597751 A et Particle de Jer-Huei LIN 
et al, Yaowu Ship in Fenxi, 2001;9(1),6-1 1 . 

Le pinostrobine-5-glucoside (qui est un compose de formule I ou le 
15 symbole represente une double liaison, R est H, et Z est H) a ete isole 
de Tecorce de Prunus cerasus et est considere comme etant caracteristique 
de Tespece Prunus cerasus. Voir a cet effet Particle de Martin GEIBEL et 
al, Phythochemistry, 1991;30(5),1519-152L 

La sakuranine, autre nomenclature : sakuranetine-5-glucoside, (qui 
20 est un compose de formule I ou le symbole represente une simple 
liaison, R est H, et Z est H), a ete isolee de Prunus yedoensis sans que ses 
eventuelles proprietes cosmetiques ou pharmacologiques (notamment les 
proprietes antiradicalaires) aient ete etudiees. Voir a cet effet l'ouvrage 
Merck Index, 12th Edition, 1996, Monograph No. 8470, pages 1431-1432. 
25 L'art anterieur precite ne decrit ni ne suggere que les composes de 

formule I selon Tinvention presentent des proprietes benefiques : 

- en cosmetique ou dermatopharmacie, en tant que substances 
ameliorant la texture de la peau, et 

en therapeutique humaine ou veterinaire (notamment les animaux a 
30 sang chaud), en tant que substances antiradicalaires. 

Objet de Vinveniion 

Selon un premier aspect de 1 5 invention, on preconise une nouvelle 
utilisation de derives osyles de genkwanine et sakuranetine, en tant que 
substances (a) cosmetiques ou dermatologiques, ou (b) antiradicalaires, 
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pour (a) ameliorer la texture de la peau ou, respectivement, (b) traiter ou 
prevenir les desordres provoques par les radicaux libres. 

Dans cette optique, on fournit une nouvelle utilisation (a) en 
cosmetique ou dermatologie, d'une part, ou (b) en therapeutique humaine 
ou veterinaire, d'autre part, ladite utilisation etant caracterisee en ce que 
Ton fait appel a une substance choisie parmi Tensemble constitue par 
(i) les derives osyles de genkwanine ou sakuranetine de formule I : 



10 




o o- 



CH 2 -OR 




HO 




OH 



OH 



(I) 



dans laquelle, 

le symbole represente une simple ou une double liaison, 

R represente H ou un reste osyle, notamment de structure S 1 ou S 



15 



CH 2 - OH 




HO 




ou 



OH 




OH 



(S 1 ) 



HO 




OH 



OH 



(S 2 ) 



Z represente H, un groupe alkyle en Ci~C 45 acyle en Ci-C 5? ose ou 
sulfate, et 
(ii) leurs melanges, 
20 en tant qu f ingredient actif (a) cosmetique ou dermatologique, ou, 
respectivement, (b) antiradicalaire, pour Tobtention (a) d'une preparation 
cosmetique ou dermatologique pour ameliorer la texture de la peau ou, 
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respectivement (b) d'un medicament destine a un usage en therapeiatique 
vis-a-vis des desordres provoques par les radicaux libres. 

Selon un second aspect de Pinvention, on preconise, en tarat que 
produits industriels nouveaux, des composes de formule I ou R est 
5 notamment un reste ose de structure S 1 et leurs melanges. 

Selon un troisieme aspect de Pinvention, on preconise un procede 
pour la preparation des composes de formule I et en particulier pour celle 
desdits nouveaux composes. 
Breve description des dessins 
10 Les figures annexees concernent une partie des resultats des essais 

qui ont ete entrepris avec des produits de formule I : 

• la figure 1 montre que les produits de formule I testes ont des 
proprietes antiradical aires, et 

• les figures 2 et 3 montrent que les produits de formule I testes 
15 presentent un interet en tant qu f agents agents immunosuppressenrs. 

Description detaillee de I invention 

La presente invention englobe des derives osyles de genkwanine 
quand le symbole represente une double liaison, d'une part, et des 
derives osyles de sakuranetine quand ledit symbole represente une 

20 simple liaison, d'autre part. 

Dans la definition de Z, les groupe alkyle en C r C 4 comprennent des 
groupes a chaine hydrocarbonee lineaire ou ramifiee, a savoir les groupes 
methyle, ethyle, n-propyle, i-propyle, n-butyle, sec.-butyle et tert.-butyle ; 
les groupes acyle en C1-C5 comprennent les groupes aliphatiques a chaine 

25 h3'drocarbonee lineaire ou ramifiee ayant de 1 a 5 atomes de carbone, a 
savoir les groupes CH 3 CO, CH 3 CH 2 CO, CH 3 CH 2 CH 2 CO, (CH 3 ) 2 CHCO, 
CH 3 CH 2 CH 2 CH 2 CO, (CH 3 ) 2 CHCH 2 CO, CH 3 CH 2 CH(CH 3 )CO et 
(CH 3 ) 3 CCO ; le groupe sulfate comprend le reste S0 3 " que Ton rencontre 
principalement sous la forme acide S0 3 H et, le cas echeant, sous une forme 

30 salifiee telle que S0 3 NH 4 ou S0 3 Na. Enfm le groupe Z peut representer un 
reste osyle, notamment un reste glucosyle, xylosyle, thioxylosyle, 
fructosyle, mannosyle, etc. 

Le groupe osyle, qui intervient dans la definition de R, peut etre un 
reste ose quelconque, notamment un des restes enumeres plus haut pour le 



WO 2005/087786 



5 



PCT/FR2005/000596 



groupe pour Z. Avantageusement, les groupes R selon Tinvention seront de 

10 1 

structure S ou S , la structure S etant la preferee. 

Parmi les composes de formule I conformes a P invention, Ton peut 
avantageusement citer : 

• la 5-[0-6-(D~glucopyranosyl)-p--D-glucopyranosyl]oxy-2-(4-ethoxyphe- 
nyl)-7-methoxy-4H-l-benzopyran-4-one [autre nomenclature : 4 -ethoxy- 
genkwanine-5-(D-glucosido)-(3-D-glucoside] de formule la : 



OCH 2 CH 3 



H 3 CO 




CH 2 - OH 



(la) 



OH 



OH 



10 qui est le produit le plus interessant de l'invention ; 

• la 5-O-p-D-primeverosyl-genkwanine precitee de formule Ila : 



15 



OH 



H3CO 




(Ila) 



OH 



OH 



le pinostrobine-5-glucoside precite de formule Ilia : 
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OH 



O O 



CH 2 - OH 



( Ills.) 




HO 




OH 



OH 



• la 2 ? 3-dihydro-5-[0-6-(D-glucopyranosyl)-(i -D-glucopyranosyl]oxy-2- 
(4-ethoxyphenyl)-7»methoxy--4H-l-benzopyran-4--one [autre nomenclature 
4 ? -ethoxysakuranetine-5-(D-glucosicio)-(3-D-glucoside de formule lb : 



•OCH 2 CH 3 



CS 2 -OH 




(lb) 



OH 



OH 



qui est Thomologue du produit de formule la eu egard au remplacement de 
la genkwanine par la sakuranetine, 

• la 5-O-p-D-primeverosyl-sakuranetine de formule lib : 



H 3 CO 




O CHL — O 



O o- 




HO 





HO 




(lib) 



OH 



OH 



OH 



OH 
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et leurs derives ou Z est un groupe sulfate (de preference S0 3 H ? ou le cas 
echeant S0 3 Na voire SO3NH4). 

Parmi les composes nouveaux selon l'invention., Ton peut citer plus 
particulierement les produits de formule IV : 

5 




iv) 



dans laquelle symbole represente une simple ou une double liaison et Z\ 
a la meme definition que Z ci-dessus et represente avantageusement un 
groupe alkyle en C r C 4 (de preference le groupe ethyle) ou sulfate (de 

10 preference le groupe SO3H). 

Les composes de formule I peuvent etre prepares selon une methode 
connue en soi par application de mecanismes reactionnels et/ou processus 
d'extraction classiques. A titre d'exemple : (i) on extrait la genkwanine, la 
sakuranetine ou un de leurs osides a partir d'une plante appropriee 

15 appartenant a Tensemble des Prunus, Gnidia et Daphne ; (ii) on osyle en 
position 5 l'aglycone avec un ose approprie (si necessaire apres blocage de 
la fonction OH en position 4' si celle-ci n ! est pas protegee), et/ou (iii) on 
etherifie (notamment au moyen d'un iodure d'alkyle pour ne pas affecter les 
groupes OH de la portion sucre), esterifie ou sulfate le groupe 4 T -OH de 

20 Toside extrait ou prepare comme indique ci-dessus (si necessaire apres 
deprotection du groupe 4 f -OH). 

Le procede, que Ton recommande selon Tinvention pour preparer le 
compose de formule Ia ? est caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
consistant a : 

25 (1°) extraire les racines broyees de Daphne gnidium avec CH 2 C1 2 , 

(2°) filtrer pour ecarter la solution de chlorure de methylene, ainsi 

obtenue, et recueillir le residu solide que Ton seche ; 
(3°) extraire ledit residu solide sec, ainsi obtenu, avec CH 3 OH ; 
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(4°) filtrer pour recueillir la solution methanolique, ainsi obtenue, et 

ecarter le residu solicle resultant ; 
(5°) evaporer a sec la solution methanolique, ainsi recueillie, sous 

vide, a une temperature inferieure ou egale a 60 °C, pour 
5 obtenir un residu solide ; 

(6°) laver le residu solide, ainsi obtenu a Tetape (5°) 5 avec de Teau a 

une temperature inferieure ou egale a 60 °C sous agitation, et 

laisser refroidir ; 

(7°) eliminer l'eau de lavage puis reprendre le residu solide avec 
io CH 3 OH ; 

(8°) reproduire 3 a 7 fois le cycle des operations des etapes (5°) a 

(7°) jusqu'a ce que la derniere eau de lavage soit jaune pale et 

limpide ; 

(9°) reprendre le residu sec resultant avec un melange methanol-eau 
15 25/2 p/p selon une quantite appropriee pour obtenir un liquide 

ayant une densite de 0,885 g/mL ; 
(10°) laisser reposer ledit liquide a 2-4 °C, de preference a 3 °C, 
pendant au moins 2 jours, de preference pendant 3 jours, et 
recueillir le precipite forme ; 
20 (H°) laver ledit precipite avec successivement du methanol puis des 

melanges methanol-ether ayant des teneurs croiss antes en ether, 
jusqu'a ce que le sumageant soit incolore ; 
(12°) filtrer le precipite, ainsi obtenu, et le laver plusieurs fois a 
Tether, jusqu'a ce que Tether de lavage soit incolore ; 
25 (13°) filtrer et secher le produit solide resultant qui est constitue d'un 

melange des produits de formules la, Ha et Ilia ; et, 
(14°) si necessaire, separer ledit melange pour recueillir le produit de 
formule la. 

De fa<?on pratique, Textraction de Tetape (1°) est menee a chaud (i. e. 
30 a une temperature de 30-35 °C sous pression atmospherique 10 Pa) ou, 
le cas echeant, a une temperature plus elevee sous pression reduite) pendant 
3-6 jours (de preference pendant 5 jours) dans un appareil de type 
Kumagawa ; Textraction de Tetape (3°) est effectuee a chaud (notamment a 
une temperature de 45-55 +C sous pression normale 10 5 Pa) ou, le cas 
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echeant, a une temperature plus elevee sous pression reduite) dans le meme 
appareil pendant 3-6 jours (de preference pendant 5 jours). 

Eu egard aux modalites preferentielles sus-visees, on obtient a Tissue 
de Tetape (13°) un melange Ia/IIa/IIIa selon un rapport ponderal d f environ 
5 10/85/5 p/p. 

En fonction des purifications entreprises par chromatographic, on 
obtient a Tissue de Tetape (14°) : 

• un melange la/IIa enrichi en la, notamment le melange Ia/IIa 80/20 

p/p, ou 

10 • le compose de formule la essentiellement pur (i. e. ayant une purete 

superieure ou egale a 98 %) ou plus purifie (i. e. ayant une purete 
superieure ou egale a 99,5 %). 
Les composes de formule I, et en particulier les composes nouveaux 
de formule IV, sont utiles en cosmetique ou dermatopharmacie en tant 
15 qu' agents ameliorant la texture de la peau. 

Administres par voie topique, sous forme d'une solution, d'une 
lotion, d'un gel ou d'une emulsion le cas echeant multiple (par exemple une 
emulsion H/L/H ou L/H/L), les composes de formule I ou IV ont : 

• une action favorable sur les effets du vieillissement de la peau, 
20 notamment pour reduire les rides et assurer la fermete et la souplesse 

souhaitees pour la peau ; 

• un effet anti-age permettant d'eviter l'injection de collagene ; et, 

• un pouvoir de controle de Thydratation de la peau. 

En particulier, comme les composes de formule I ou, respectivement, 
25 IV s'hydratent aisement en I.xH 2 0 ou, respectivement, IV.xH 2 0 (ou x est 
un nombre entier ou fractionnaire compris notamment entre 0,3 et 5), ils 
servent, selon Tinvention, dans Tepaisseur de la peau en tant que 
regulateurs d'hydratation, soit en captant Teau en exces, soit surtout en 
apportant de Peau quand la teneur en eau dans la peau est insuffisante. 
30 Outre Taspect cosmetique ou dermatologique precite, les composes 

de formule I ou IV sont utiles en therapeutique humaine et veterinaire en 
raison de leurs proprietes antiradicalaires pour traiter et surtout prevenir les 
desordres induits par les radicaux libres. 

Lesdits desordres comprennent en particulier les pathologies induites 
35 par une hyperproduction ou une production non controlee de radicaux libres 
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dans l'organisme, telles que les maladies myelodegeneratives, le syndrome 
maniaco-depressif, et la demence senile. Les composes de formules I ou IV 
sont surtout interessants en therapeutique humaine avant que ces 
pathologies ne deviennent irreversibles 
5 Par ailleurs, tous les composes de formule IV, qui ont ete testes en 

vue de leurs proprietes immunomodulatrices, antiatheromateuses et anti- 
cancereuses, se sont reveles efficaces. La substance preferee selon 
l'invention, qui est constitute par le produit de formule la ou les melanges 
Ia/IIa/IIIa (i. e. extrait de Daphne gnidium) et la/IIa precites, est 

io particulierement active vis-a-vis de certains cancers et leucemies aigues 
(effet antiblastique, i. e. destruction des leucoblastes), et de la leucemie 
myelo'ide chronique. 

Selon l'invention, Ton preconise une composition cosmetique (a), 
dermatopharmaceutique (b) ou therapeutique (c), qui est caracterisee en ce 

15 que : 

(a) la composition cosmetique renferme, en association avec un 
excipient physiologiquement acceptable par voie topique, au moins 
un compose de formule I ; 

(b) la composition dermatopharmaceutique renferme, en association 
20 avec un excipient physiologiquement acceptable notamment par 

voie topique, au moins un compose de formule I ; ou, 

(c) la composition therapeutique renferme, en association avec un 
excipient physiologiquement acceptable notamment par voie orale 
ou injectable, au moins un compose de formule IV en tant 

25 qu'ingredient actif immunomodulateur, notamment vis-a-vis de 

poussees recentes de sclerose en plaque, ou anticancereux, 
notamment vis-a-vis de la leucemie myeloide chronique. 
D'autres avantages et caracteristiques de Tinvention seront mieux 
compris a la lecture qui va suivre d'exemples de preparation et de resultats 
30 d'essais cosmetologiques et pharmacologiques. Bien entendu, Tensemble de 
ces elements n ? est nullement limitatif mais est fourni a titre d'illustration. 
Exemples 

Quelques composes typiques de formule I ont ete consignes dans le 
tableau I ci-apres avec des produits de comparaison (CP.l et CP.2). 
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Tableau I 
Composes typiques selon l r invention 



Exemple 


Structure 


Ex. 1 


melange Ia/IIa/IIIa 10/85/5 p/p 


Ex. 2 


produit de formule Ha 


Ex. 3 


produit de formule Ilia 


Ex.4 


melange Ia/IIa 80/20 p/p 


Ex. 5 


produit de formule lb 


Ex. 6 


produit de formule lib 


Ex. 7 


4'-sulfate du produit de formule lb 


Ex. 8 


Produit de formule la 


Ex. 9 


4'-sulfate du produit de formule la 


Ex. 10 


melange Ib/IIa/IIIa 10/85/5 p/p 


CP.l 


genkwanine 


CP.2 


sakuranetine 



5 Preparation A 

- Obtention du melange Ia/IIa/IIIa 10/85/5 p/p (Ex. 1) - 
11 kg de racines de Daphne gnidium (plante du bassin mediter- 
ranean de la famille des thymeleacees) sont broyes puis traites en continu 
avec du chlorure de methylene, a 30-35 °C, pendant 5 jours dans un 

10 appareil de type Kumagawa. La solution liquide ainsi obtenue est ecartee et 
on recueille le residu solide que Ton seche. On extrait ledit residu, ainsi 
seche, avec du methanol a chaud ( 45-55 °C) pendant 5 jours dans ledit 
appareil de type Kumagawa. L'extrait methanolique, obtenu apres avoir 
ecarte le residu solide, est traite de la fa9on suivante : evaporation a sec 

15 sous pression reduite a une temperature inferieure a 60 °C dans un ballon ; 
lavage du residu solide, ainsi obtenu, a l'eau chaude en agitant de fagon a 
decoller ledit residu du fond du ballon ; refroidissement a la temperature 
ambiante et elimination de Teau de lavage ; et reprise du residu dans du 
methanol. Cette succession de traitements est reproduite de 5 a 7 fois, selon 

20 Torigine des racines, jusqu'a ce que la derniere eau de lavage soit limpide 
et de couleur jaune pale. Le residu resultant est repris a chaud (45-55 °C) 
avec du methanol contenant 8 % en poids d'eau, en quantite suffisante pour 
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obtenir un liquide ayant une densite de 0,885 g/mL. On laisse reposer 
pendant 3 jours a 3 °C puis recupere le precipite forme par centrifugation. 
On lave ce precipite par fractions successives de methanol puis de melanges 
methanol/dimethyl ether (ou methanol/diethyl ether) de plus en plus riches 

5 en ether. Quand le surnageant est enfin presque incolore, on filtre le 
precipite et le lave plusieurs fois a Tether jusqu'a ce que Tether de lavage 
soit incolore. On obtient un solide beige tres clair que Ton seche sous 
pression reduite puis qui est broye. 

Ce solide est un melange Ia/IIa/IIIa dans un rapport ponderal de 

10 10/85/5. Le rendement est de Tordre de 2 a 3 % selon Torigine de la plante 
et la saison de la recolte des racines. 
Analyse 

Les composes de formules Ia 5 Ha et Ilia etant de structures proches 
(partie favonoide et partie saccharidique) ont de fortes similarites spectros- 
15 copiques, en particulier en ultra-violet et en infra-rouge. 
Spectre UV (dans melange acetonirile-eau 80/20 v/v) 

On observe deux bandes d'absorption a 331,7 et 261 ? 7 nanometres 

(la bande a 261,7 nm ayant une intensite qui est d'environ la moitie 

de celle de la bande a 33 1,7 nm). 
20 Spectres IR (en pastille de KBr) 

On observe les bandes suivantes : 

bande intense a 3374 cm' 1 (O-H de la partie sucre) ; 

bande intense a 1635 cm' 1 (bande de vibration du carbonyle de la 

flavone) ; 

25 ' - bande d'intensite moyenne a 1609 cm" 1 (bande de vibration de la 

double liaison ethylenique de la flavone) ; et 

bandes d'intensite moyenne a 1450 et 1360 cm" 1 (bandes de vibration 
des parties aromatiques). 
Preparation B 

30 - Obtention du melange Ia/IIa 80/20 p/p (Ex. 4) - 

En soumettant le produit de Texemple 1 a une chromatographic 
separative (HPLC), on obtient le melange Ia/IIa 80/20 p/p. 
Preparation C 

- Obtention du produit de formule la (Ex. 8) - 
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En soumettant le produit de Fexemple 1 ou de Fexemple 4 a une 
chromatographie separative plus poussee, on obtient le compose de formule 
la avec une purete superieure ou egale a 98 % , voire meme avec une purete 
superieure ou egale a 99,5 %. 
5 Analyse 

On a determine les spectre de RMN (a 250 Mhz en solution dans du 
methanol deutere) et spectre de masse (par technique FAB). Les resultats 
obtenus sont les suivants, ou la l ere unite sucre est celle qui est liee au 
squelette flavone et la 2 eme unite sucre est celle de structure S ou S . 
10 Spectre RMN 

triplet centre a 1,31 ppm (groupe methyle CH 3 de la chame 

phenolique alkylee) , 

quadruplet centre a 3 5 20 ppm (groupe methylene CH 2 de ladite 
chame alkylee) ; 

15 - massif de 3,27 a 4,39 ppm (protons des deux unites sucre) 

[attributions detaillees sur la base d'experiences COSY, HMQC et 
HMBC a 600 Mhz, dont les deux protons anomeres des deux unites 
sucre, respectivement a 4,75 ppm (doublet) pour la l ere unite liee en 
position 5 a la flavone, et a 4, 27 ppm (doublet) pour la 2 eme unite ; 

20 pont -CH 2 -0- entre les deux unites sucre a 3,60 (d) et 3,93 (d) ppm ; 

et -CH 2 - en 5 sur 2 eme unite sucre a 3,32 (d) et 3,60 (d) ppm ; la 
stereochimie dans les deux unites sucre ayant ete etablie sur la base 
des couplages proton-proton vicinaux en partant des protons 
anomeres] ; 

25 - 3,87 ppm (CH 3 du group ement CH 3 ~0~) ; 

6,60 ppm (proton ethylenique de la partie flavone) ; 
massif 6,91-6,94 ppm (4 protons aromatiques) ; et 
massif 7,82-7,86 ppm (2 protons aromatiques). 
Spectre de masse 
30 Masse moleculaire : 636,598 (C30H36O15) 

Pic de masse : 636 ; adduits de Na et K conformes. 
La methode de spectrometrie de masse a ete egalement utilisee pour 
confirmer les structures de formules la, Ha et Ilia apres acetylation de tous 
les groupements O-H (par le melange anhydride acetique/pyridine) ; il a ete 
35 procede a F analyse par spectrometrie de masse des produits d ? acetylation 
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apres purification chromatographique sur silice (eluant : eau/acetonitrile 
50/50 v/v). 
Preparation C bis 

- Obtention des produits de formule Ha (Ex. 2) et de formule Ilia (Ex. 3) - 
5 En soumettant le produit de Texemple 1 a des chromatographies 

separatives plus poussees, on a isole les produits de formule Ha (Ex. 2) et 
de formule Ilia (Ex. 3) avec une purete superieure ou egale a 98 %. 
Analyse (entreprise comme indique a la preparation C ci-dessus) 
Spectre RMN de Ex. 2 
10 Le spectre de RMN du produit de formule Ha (Ex. 2) est identique a 
celui du produit de formule la (Ex. 8) aux differences pres suivantes : 

- absence des signaux CH 3 a 1,31 ppm et CH 2 a 3,20 ppm de la chaine 
ethyle ; 

- disparition des signaux a 3,32 et 3,60 ppm du CH 2 en position 5 sur le 
15 second sucre . 

Spectre de masse de Ex. 2 

Masse moleculaire : 578,519 (C27H30O14) 
Pic de masse : 578 ; adduits de Na et K conformes. 
Spectre RMN de Ex. 3 
20 Le spectre de RMN du produit de formule Ilia (Ex. 3) est identique a 
celui du produit de formule la (Ex. 8) a la difference pres suivantes : 

simplification du massif correspondant aux protons de la partie sucre 
avec un seul proton anomere a 4,76 ppm (d). 
Spectre de masse de Ex. 3 
25 Masse moleculaire : 446,404 (C22H02O10) 

Pic de masse : 446 ; adduits de Na et K conformes. 
Preparation D 

- Obtention du produit de formule lb (Ex.5) - 
En reproduisant le procede des Preparations A et C ci-dessus, a partir 
30 de Pecorce ou des racines de Primus yedoensis, on obtient le compose de 
formule lb. 
Preparation E 

- Obtention du 4 f -sulfate du produit de formule lb (Ex.7) - 
Le produit attendu est obtenu par sulfatation du groupe 4'~OH selon 
35 une methode connue en soi. 
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Essais F 

La propriete d'ameliorer la texture de la peau a ete appreciee par le 
biais de la regeneration du tissu cutane apres brulure. 

On rase une portion du dos de rats males adultes et applique sur cette 
5 portion une platine metallique de 0,5 cm chauffee a une temperature de 
130 °C pour creer une zone de brulure calibree. On applique un gel 
contenant 0 (lot temoin) ou 1,5 % en poids de produit de formule I (lots 
traites) une fois par jour pendant 21 jours sur la brulure des rats (8 animaux 
par produit a tester, 10 animaux pour le lot temoin). On constate que, chez 
10 les lots traites (Ex 1 a Ex 10), la regeneration du tissu cutane est obtenue en 
1 mois ; en revanche chez le lot temoin, ladite regeneration intervient en 6 a 
8 semaines 
Essais G 

L'etude des proprietes antiradicalaires des produits selon Tinvention 

15 (Ex. 1 a Ex. 10) a ete entreprise selon le procede de "determination du 
potentiel de defense an tirad ica la ire ' ' , objet de la demande de brevet 
fran9ais No. 03 12 351 deposee le 22 octobre 2003, en suivant la cinetique 
de la lyse d'hematies (notamment des hematies de mouton ; il est egalement 
possible d'operer sur sang total ou plasma sanguin) induite par des radicaux 

20 libres generes in situ, en presence d'un produit selon l'invention a des doses 
croissantes de 0 mg/L (lot temoin) a 100 mg/L (lots traites), et avec 
hydrolyse du milieu reactionnel au moyen d'un melange d'enzymes ((3- 
glucosidase, sulfatase et (3- glucuronidase). Selon ce procede, on mesure en 
particulier le temps (J l A) qui correspond a la lyse de la moitie des cellules 

25 concernees, ici les hematies, en fonction de la concentration (en mg/L) du 
produit de formule I a tester. 

Une partie des resultats obtenus est consignee dans la figure 1 ci- 
apres, dans laquelle la courbe 1 est celle du produit Ex. 1 ; la courbe 2, celle 
de Ex. 2 ; la courbe 3, celle de Ex. 3 ; et la courbe 4, celle de Ex. 4. 

30 La figure 1 montre que Ex. 4 (i. e. le melange Ia/IIa 80/20 p/p), qui 

contient le compose la (i. e. Ex. 8) "contamine" par le compose Ha (i. e. 
Ex. 2), est plus actif en tant que substance antiradicalaire que Ex. 1, Ex. 2 et 
Ex. 3. 
Essais H 
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Des essais complementaires ont ete realises avec Ex. 10 et ses 
constituants (Ex. 5, Ex. 2 et Ex. 3) sur des cellules sanguines humaines 
[fournies pas EFS (Etablissements Frangais du Sang)]. 

II s'agit de cellules sanguines isolees sur coussin de Ficoll et 
5 conservees sous vapeur d'azote liquide. Apres decongelation, lesdites 
cellules sont incubees pendant 24 h a 37 °C avant l'addition des produits de 
formule I a tester. Apres nouvelle incubation a 37 °C pendant 24 h ou 48 h, 
les cellules sont analysees pour apprecier Teventuelle expression de 
marqueurs membranaires significatifs, selon le tableau II qui suit. 

10 

Tableau II 



Analyses du materiel cellulaire 


Expression du marqueur 
membranaire 


Lymphocytes T 


CD3 


Lymphocytes T cytotoxiques 


CD8 


Lymphocytes T "helper" 


CD4 


Lymphocytes B 


CD19 


Monocytes/macrophages 


CDllc 


Activations cellulaires 


CD69 


Surnageants cellulaires 


IL-2 



Comme indique dans le tableau II, les surnageants cellulaires ont ete 
15 analyses pour leur contenu en interleukine 2 (IL-2), produit induisant la 
proliferation des lymphocytes T, avec ou sans ajout d'un activateur 
notamment (i) la phyto-hematoglutinine (PHA), qui est un activateur 
classique, et (ii) un super antigene (SEB), qui induit une interaction entre 
les molecules de classe II des lymphocytes B avec les recepteurs des 
20 lymphocytes T ou TRC mimant de ce fait une presentation d'antigene 

On observe deux points majeurs, a savoir : 

(1) Ex. 10 et ses constituants, Ex. 5, Ex. 2 et Ex. 3, n'induisent pas la 
proliferation des cellules sanguines de la reponse immunitaire ; et 

(2) Ex. 10, Ex. 5, Ex. 2 et Ex. 3 sont actifs sur ces cellules et vont 
25 interferer avec les cascades de signaux entrainant une reponse 

immunitaire ; Teffet observe semble etre immunosuppresseur avec 
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une diminution de production d'anticorps pour les lymphocytes B, 
une diminution des MHC de classe II pour les cellules 
dendritiques et une inhibition de la production d 5 IL-2 (facteur 
induisant la proliferation lymphocytaire) suite a la stimulation par 
5 PHA ou SEB. 

Les figures 2 et 3 montrent l'effet des produits Ex. 10, Ex. 5, Ex. 2 et 
Ex. 3 sur la secretion de IL-2 induite par PHA (figure 2) et, respectivement, 
par SEB (figure 3). En particulier la figure 3, d'une part, presente la 
production (exprimee en pg/mL) de IL-2 par rapport a la concentration 
10 (exprimee en pmol/mL) en SEB (courbe 11), SEB + Ex. 10 (courbe 12), 
SEB + Ex. 5 (courbe 13), SEB + Ex. 2 (courbe 14) et SEB + Ex. 3 (courbe 
15) et, d'autre part, montre l'effet des produits Ex.10, Ex. 5, Ex. 2 et Ex. 3 
sur la stimulation des cellules immunitaires. 

En conclusion, les composes de formule IV, et notamment les produits des 
15 exemples 1, 4, 8, 9 et 10 sont particulierement interessants eu egard a : 

• leurs effets immunomodulateurs, notamment vis-a-vis de poussees 
recentes de sclerose en plaque ; 

• leurs effets immunosuppresseurs, notamment illustres par inhibition 
de Tactivite des stimulants PHA et SEB sur la production de IL-2 ; 

20 • leurs effets anti-blastiques (i.e. par destruction des leucoblastes) et qui 

sont utiles dans le traitement de la leucemie myeloide chronique et des 
leucemies aigues ; 

• leurs effets contre certains cancers; et 

• la quasi-absence d f effets secondaires nefastes quand ils sont 
25 administres par voie topique, orale ou injectable. 

Chez rhomme adulte, la posologie recommandee pour les produits 
de formule I, et de preference les produits de formule IV, est de l'ordre de 
50 mg/kg per os. Ces produits peuvent egalement etre administres par voie 
locale sous forme de gels, pommades; onguents ou lotions ; dans cette 
30 eventualite, la forme locale peut contenir de 1 a 5 % en poids de produit de 
formule I, de formule IV ou d'un de leurs melanges par rapport au poids de 
ladite forme locale. 
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RE VENDICA TIONS 



L Utilisation d'un derive de genkwanine ou de sakuranetine, ladite 
utilisation etant caracterisee en ce que Ton fait appel a une substance 
choisie parmi l'ensemble constitue par 

(i) les derives osyles de genkwanine ou sakuranetine de formule I : 



10 




o o- 



CH 2 ~ OR 




HO 




OH 



OH 



(I) 



dans laquelle, 

le symbole =^ represente une simple ou une double liaison, 

R represente H ou un reste osyle, notamment de structure S 1 ou S : 



15 



CH 2 -OH 



o- 




HO 




o- 



ou 



OH 




HO 




OH 



OH 



OH 



(S 1 ) 



(S 2 ) 



Z represente H, un groupe alkyle en Ci-C 45 acyle en C r C 5? ose ou 

sulfate, et 
(ii) leurs melanges, 
20 en tant qu'ingredient actif cosmetique ou dermatologique pour Fobtention 
d'une preparation cosmetique ou dermatologique pour ameliorer la texture 
de la peau. 
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2. Utilisation d'un derive de genkwanine ou de sakuranetine, ladite 
utilisation etant caracterisee en ce que Ton fait appel a une substance 
choisie parmi l'ensemble constitue par 

(i) les derives osyles de genkwanine ou sakuranetine de formule I : 



10 



h 3 co 




O O" 



CH 2 - OR 



(I) 




HO 




OH 



OH 



dans laquelle, 

le symbole represente une simple ou une double liaison, 

R represente H ou un reste osyle, notamment de structure S ou S 



CH 2 -OH 




ou 




OH 



OH 



OH 



(S 1 ) 



(S 2 ) 



Z represente H 3 un groupe alkyle en Ci-C4 ? acyle en C 1 -C 5? ose ou 
15 sulfate, et 

(ii) leurs melanges, 

en tant qu' ingredient actif antiradicalaire pour l'obtention d'un medicament 
destine a un usage en therapeutique vis-a-vis des desordres provoques par 
les radicaux libres. 

20 3. Utilisation suivant la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
ladite substance est choisie parmi Tensemble constitue par 
• les composes de formule IV : 
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H 3 CO 




CH 2 -OH 



(IV) 



OH 



10 



OH 



dans laquelle symbole represente une simple ou une double 
liaison et Zi represente H ? un groupe alkyle en C r C 45 acyle en Ci-C 5r> 
ose ou sulfate et est avantageusement un groupe alkyle en C1-C4 (de 
preference le groupe ethyle) ou sulfate (de preference le groupe 
SO3H), et 

• leurs melanges. 

4. Utilisation suivant la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
ladite substance est choisie parmi Tensemble constitue par : 

• la 5-[0-6-(D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosyl]oxy-2-(4~ethoxy- 
phenyl)-7-methoxy-4H-l-benzopyran~4-one de formule la : 



OCH 2 CH 3 




CH 2 - OH 



OH 



(la) 



15 



la 5 - O P -D -prime vero syl- genkwanine de formule Ha : 
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(Ha) 



• le pinostrobine-5-glucoside de formule Ilia : 




(Ilia) 



• la 23-dihydro-5-[0-6-(D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosyl]oxy-- 
2-(4-ethoxyphenyl)-7-methoxy-4H-l-benzopyran~4-one de formule 
lb : 




(lb) 



• la 5 - O - P -D-pr ime ver osy 1- s akur anetine de formule lib : 
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(lib) 



OH 



• leurs derives ou Z est un group e sulfate (de preference S0 3 H, ou le 
cas echeant S0 3 Na voire SO3NH4), et 

5 • leurs melanges. 

5. Derive osyle de genkwanine ou de sakuranetine, caracterise en ce 
qu'il est choisi parmi Tensemble constitue par 

• les composes repondant a la formule generate IV : 




iv) 



OH 



dans laquelle symbole represente une simple ou une double liaison et Z\ 
represente H, un groupe alkyle en C r C 4? acyle en Ci-C 5? ose ou sulfate et 
est avantageusement un groupe alkyle en C1-C4 (de preference le groupe 
15 ethyle) ou sulfate (de preference le groupe SO3H); et, 
• leurs melanges. 
6. Derive osyle de genkwanine suivant la revendication 5, caracterise 
en ce que ledit est un compose repondant a la formule la : 



WO 2005/087786 



23 



PCT/FR2005/000596 




(la) 



OH 



7. Procede pour la preparation d'un compose de formule I selon la 
revendication 1 ou 2, ledit procede etant caracterise en ce qu'il comprend 

5 les etapes suivantes : 

(i) on extrait la genkwanine, la sakuranetine ou un de leurs osides a partir 
d'une plante appropriee appartenant a Fensemble des Primus, Gnidia et 
Daphne ; 

(ii) on osyle en position 5 l'aglycone avec un ose approprie (si necessaire 
10 apres blocage de la fonction OH en position 4 ? si celle-ci n'est pas protegee) ; 

et/ou 

(iii) on etherifie (notamment au moyen d'un iodure d'alkyle pour ne pas 
affecter les groupes OH de la portion sucre), esterifie ou sulfate le groupe 
4'-OH de 1'oside extrait ou prepare comme indique ci-dessus (si necessaire 

15 apres deprotection du groupe 4'-OH). 

8. Procede suivant la revendication 7 5 pour la preparation du compose 
de formule la selon la revendication 4 ou 6, ledit procede etant caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes consistant a : 

(1°) extraire les racines broyees de Daphne gnidium avec CH 2 C1 2? 
20 (2°) filtrer pour ecarter la solution de chlorure de methylene, ainsi 

obtenue, et recueillir le residu solide que Ton seche ; 
(3°) extraire ledit residu solide sec, ainsi obtenu ? avec CH 3 OH ; 
(4°) filtrer pour recueillir la solution methanolique, ainsi obtenue, et 
ecarter le residu solide resultant ; 
25 (5°) evaporer a sec la solution methanolique, ainsi recueillie, sous 

vide, a une temperature inferieure ou egale a 60 °C, pour 
obtenir un residu solide ; 
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(6°) laver le residu solide, ainsi obtenu a Tetape (5°), avec de Teau a 
une temperature inferieure ou egale a 60 °C sous agitation, et 
laisser refroidir ; 

(7°) eliminer Teau de lavage puis reprendre le residu solide avec 
5 CH 3 OH ; 

(8°) reproduire 3 a 7 fois le cycle des operations des etapes (5°) a 
(7°) jusqu'a ce que la derniere eau de lavage soit jaune pale et 
limpide ; 

(9°) reprendre le residu sec resultant avec un melange methanol-eau 
10 25/2 p/p selon une quantite appropriee pour obtenir un liquide 

ayant une densite de 0,885 g/mL ; 
(10°) laisser reposer ledit liquide a 2-4 °C, de preference a 3 °C, 

pendant au moins 2 jours, de preference pendant 3 jours, et 

recueillir le precipite forme ; 
15 (11°) laver ledit precipite avec successivement du methanol puis des 

melanges methanol-ether ayant des teneurs croissantes en ether, 

jusqu'a ce que le sumageant soit incolore ; 
(12°) filtrer le precipite, ainsi obtenu, et le laver plusieurs fois a 

Tether, jusqu'a ce que Tether de lavage soit incolore ; 
20 (13°) filtrer et secher le produit solide resultant qui est constitue d'un 

melange des produits de formules la, Ha et Ilia ; et, 
(14°) si necessaire, separer ledit melange pour recueillir le produit de 

formule la. 

9. Procede suivant la revendication 8, caracterise en ce que Textraction 
25 de Tetape (1°) est menee a une temperature de 30-35 °C sous pression 

atmospherique ou, le cas echeant, a une temperature plus elevee sous 
pression reduite, pendant 3-6 jours, dans un appareil de type Kumagawa ; et 
en ce que Textraction de Tetape (3°) est effectuee a une temperature de 45- 
55 °C, sous pression normale ou, le cas echeant, a une temperature plus 
30 elevee sous pression reduite, dans le meme dit appareil, pendant 3-6 jours. 

10. Composition cosmetique (a), dermatopharmaceutique (b) ou 
therapeutique (c), caracterisee en ce que : 

(a) la composition cosmetique renferme, en association avec un 
excipient physiologiquement acceptable par voie topique, au moins 
35 un compose de formule I ; 
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(b) la composition dermatopharmaceutique renferme, en association 
avec un excipient physiologiquement acceptable notamment par 
voie topique, au moins un compose de formule I ; ou, 

(c) la composition therapeutique renferme, en association avec un 
5 excipient physiologiquement acceptable notamment par voie orale 

ou injectable, au moins un compose de formule IV en tant 
qu'ingredient actif immunomodulateur, notamment vis-a-vis de 
poussees recentes de sclerose en plaque, ou anticancereux, 
notamment vis-a-vis de la leucemie myeloide chronique. 
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